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Summary
Macrophage stimulating protein (MSP) is a blood plasma protein which is secreted 
mainly by the liver and exerts its effects by binding to the receptor tyrosine kinase 
Recepteur d’Origine Nantais (RON). The MSP-RON signaling has been intensively studied 
as a suppressor during toxic substance-induced inflammation, and is suggested to 
additionally have a role in the hepatic lipid and glucose metabolism. Given its participation 
in both inflammation and metabolic dysregulation, MSP emerges as a potential player in 
the field of metabolic syndrome (MetS). Yet, the knowledge on the regulatory role and 
treatment potential of MSP in MetS remains very limited. Within this thesis, the effects 
of MSP, as a novel plasma factor, in the field of MetS, specifically in the context of non-
alcoholic steatohepatitis (NASH) and type 2 diabetes mellitus (T2DM), were investigated.
In Chapter 2, a detailed overview of MSP as a key player in inflammation and metabolic 
homeostasis is provided, and the rational for the central hypothesis is explained. 
In Chapter 3, the regulatory role and the molecular mechanism of MSP in the 
development of inflammation and in lipid metabolism are investigated in in vitro models. 
MSP was found to inhibit pro-inflammatory cytokine production and lipid accumulation 
in challenged hepatocytes. We further disclosed that those effects were mediated by the 
activation of the AMP-activated protein kinase (AMPK) signaling pathway. Furthermore, 
MSP also significantly suppressed inflammatory response in bone marrow-derived 
macrophage in an ex vivo model of NASH. Taken together, our data indicate that MSP 
acts as a key negative regulator of inflammation and of lipogenesis in vitro.
To further investigate the systemic therapeutic effects of MSP in NASH, low density 
lipoprotein receptor knock out (ldlr-/-) mice, an established NASH mouse model, were 
treated with recombinant MSP (Chapter 4). While the lipid profile and liver histology 
remained unaltered, mice treated with MSP demonstrated increased gene expression of 
pro-inflammatory mediators in the liver. Contrary to our expectations, the short-term 
administration of MSP did not ameliorate NASH. Within this chapter, we discussed 
several possible explanations about the contradictive effects of MSP from in vitro to in 
vivo.
Previously, in cell studies and in animal models, MSP-RON signaling has been shown to 
suppress glucose production, but no relevant human data are available yet. In Chapter 
5, possible associations of plasma MSP with metabolic profiles, as well as with glucose 
tolerance and incidence of T2DM were explored by using a prospective human cohort – 
the Cohort on Diabetes and Atherosclerosis Maastricht (CODAM). Our data showed that 
MSP was inversely associated with fasting glucose concentrations. However, higher 
baseline MSP concentrations did not appear to protect against the development T2DM 
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over the 7-year follow-up period. Furthermore, MSP was prominently and positively 
associated with apoB-containing lipoproteins. These findings provide further evidence 
to the relevance of MSP in the regulation of glucose and lipid metabolism.
Finally, we brought together the results from the individual experimental chapters in 
Chapter 6, and discussed the clinical potential of MSP in both NASH and T2DM. In 
addition, an emerging link regarding MSP and sex hormones is formulated. Furthermore, 
as an interesting association between MSP and low density lipoprotein (LDL) cholesterol 
was hit upon in the studies of this thesis, possible mechanism about how MSP interacts 
with LDL cholesterol are discussed. Finally, future perspectives are given as to how the 
presented work could be followed up. 
In summary, the present thesis offers new insights into understanding the regulation and 
(patho) physiological roles of MSP, as a novel plasma factor, in the field of MetS, and 
presents perspectives for future research.
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Samenvatting
Macrofaag stimulerend eiwit (macrophage stimulating protein, MSP) is een eiwit dat 
voorkomt in de bloedbaan en voornamelijk door de lever daarin wordt uitgescheiden. 
MSP bindt aan de transmembraan tyrosine kinase receptor genaamd Recepteur d’Origine 
Nantais (RON), die aanwezig is op verschillende cellen waaronder levercellen en 
macrofagen. De MSP–RON signaaltransductie cascade is veelvuldig bestudeerd omdat 
bekend is dat activering ervan de ontstekingsreactie (inflammatie) onderdrukt zoals die 
bijvoorbeeld optreedt als gevolg van de aanwezigheid van toxische stoffen. Pas recent 
zijn aanwijzingen verkregen dat MSP – via de MSP–RON signaaltransductie cascade – 
een regulerende rol speelt bij zowel de vet- als de glucosehuishouding in de lever. Omdat 
MSP dus niet alleen bij ontstekingsreacties maar ook bij het metabolisme is betrokken, 
wilden wij onderzoeken of MSP een rol speelt bij het zogenoemde ‘metabool syndroom’ 
(MetS). Het MetS is een stofwisselingsaandoening die wordt veroorzaakt door het uit 
evenwicht raken van voedselopname en lichamelijke activiteit, en die leidt tot o.a. 
obesitas (zwaarlijvigheid) en verstoring van de energiehuishouding in verschillende 
weefsels. In dit proefschrift onderzochten we de invloed van MSP op verschillende 
parameters van het MetS, met name in samenhang met niet-alcoholische leververvetting 
(non-alcoholic steatohepatitis, NASH) en type 2 diabetes mellitus (T2DM).
In Hoofdstuk 2 wordt een overzicht gegeven van onze huidige kennis over MSP in het 
algemeen en de invloed van MSP op ontstekingsreacties en op de vet- en 
glucosehuishouding (metabole homeostase). Daarna wordt de centrale hypothese van 
dit proefschrift in detail toegelicht, met name gericht op de mogelijke toepassing van 
MSP bij de behandeling van patiënten met metabole ziekten zoals MetS, NASH of T2DM.
In Hoofdstuk 3 wordt een experimentele studie beschreven naar de regulerende rol en 
het werkingsmechanisme van MSP bij de ontwikkeling van een ontstekingsreactie en 
veranderingen in de vethuishouding zoals die optreden bij NASH. Voor deze studie is een 
in vitro model van NASH gebruikt. Aangetoond kon worden dat de door lipopolysaccharide 
(LPS) of door palmitinezuur in primaire muizenlevercellen geïnduceerde genexpressie 
van pro-inflammatoire cytokines door MSP wordt geremd. Deze remming verloopt via 
activering van het AMP-geactiveerde eiwitkinase (AMPK), een bekende ‘hoofd-
schakelaar’ voor zowel ontstekingsreacties als voor metabole homeostase. MSP 
behandeling van de levercellen leidde tot een aanzienlijke vermindering van de door 
palmitinezuur geïnduceerde vetstapeling en remde de genexpressie van belangrijke 
enzymen betrokken bij de vet(zuur)aanmaak in deze cellen. Na het met behulp van 
moleculair-biologische technieken grotendeels verwijderen (‘knock-down’) van RON 
waren deze anti-inflammatoire en anti-lipogene effecten van MSP nagenoeg verdwenen. 
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Tenslotte hebben we het effect van MSP onderzocht op macrofagen uit het beenmerg. 
Door behandeling met geoxideerd lage dichtheidslipoproteïne (oxidized LDL, oxLDL) in 
combinatie met LPS wordt in deze macrofagen de activiteit van AMPK geremd en treedt 
een flinke ontstekingsreactie op die lijkt op de ontstekingsreactie bij NASH. Deze 
macrofagen zijn daarmee een goed ex vivo model voor NASH. Na behandeling van deze 
macrofagen met MSP zagen we een omkering van deze effecten: de AMPK activiteit 
werd hersteld en de productie en secretie van pro-inflammatoire cytokines werden 
aanzienlijk geremd. Samengenomen duiden deze bevindingen erop dat MSP, door 
verhoging van de activiteit van AMPK, werkt als een belangrijke negatieve regulator 
(remmer) van een ontstekingsreactie en van de vet(zuur)aanmaak (lipogenese).
Om het systemische therapeutische effect van MSP in NASH te onderzoeken hebben we 
in Hoofdstuk 4 gebruik gemaakt van muizen met een (genetische) deficiëntie van de lage 
dichtheidslipoproteïne receptor (ldlr knock-out of ldlr-/- muizen). Dit is een veelgebruikt 
in vivo model voor NASH. De ldlr-/- muizen kregen gedurende 7 dagen òf een 
standaardvoeding òf een voeding met een verhoogd vet- en cholesterolgehalte (high fat, 
high cholesterol, HFC). Gedurende de laatste 4 dagen werden ze behandeld met MSP of 
ter controle met een zoutoplossing. De door de HFC voeding geïnduceerde verhoging 
van de concentraties cholesterol en triacylglycerolen in plasma werd door behandeling 
met MSP niet beïnvloed. Het microscopisch beeld van de lever (histologie) was ook niet 
verschillend tussen de muizengroepen. Echter, in de met MSP behandelde muizen zagen 
we – in tegenstelling tot onze verwachting – in de lever een verhoogde productie van 
pro-inflammatoire en pro-apoptotische mediatoren. De korte behandeling met MSP in 
vivo had dus niet het op grond van de in vitro bevindingen verwachte resultaat en gaf 
geen vermindering van NASH. In dit hoofdstuk worden mogelijke verklaringen besproken 
voor deze onverwachte resultaten.
In de literatuur is eerder gerapporteerd dat activering van de MSP–RON signaaltransductie 
cascade in de lever de glucose productie onderdrukt. Dit is gevonden in studies met cel- 
en diermodellen. Bij de mens is dit nog niet bestudeerd. In Hoofdstuk 5 is onderzocht of 
het plasma MSP gehalte is veranderd bij patiënten met diabetes en/of een veranderde 
zogenoemde glucose tolerantie. Hiervoor is gebruik gemaakt van bloedmonsters van 
een prospectieve cohortstudie, het Cohort on Diabetes and Atherosclerosis Maastricht 
(CODAM). In de bloedmonsters is het MSP immunochemisch bepaald, terwijl gegevens 
over de concentraties glucose en lipiden al beschikbaar waren. Vervolgens is meervoudige 
lineaire regressive analyse toegepast met MSP als belangrijkste onafhankelijke variabele 
en verschillende metabole parameters als uitkomstmaat. Een mogelijk verband tussen 
het plasma MSP gehalte en de prevalentie en incidentie van T2DM is met meervoudige 
logistische regressive analyse geëvalueerd. Uit deze analyses kwam naar voren dat in het 
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CODAM cohort het plasma MSP gehalte omgekeerd is geassocieerd met de nuchtere 
glucose concentratie. Een hoge MSP uitgangswaarde bleek echter niet te beschermen 
tegen de ontwikkeling van T2DM gedurende de 7-jaarsperiode van de studie. Daarnaast 
bleek het plasma MSP gehalte duidelijk positief geassocieerd met de aanwezigheid in 
plasma van apo-B bevattende lipoproteïnen. Deze nieuwe bevindingen onderstrepen de 
rol van MSP bij de regulatie van de vet- en glucosestofwisseling. 
Tenslotte zijn in Hoofdstuk 6 de resultaten van de verschillende experimentele studies 
samengebracht en bediscussieerd. Daarbij is speciale aandacht besteed aan de mogelijke 
toepassing van MSP in de kliniek, met name bij NASH en bij T2DM. Ook is een nieuwe 
hypothese geformuleerd over het verband tussen MSP en geslachtshormonen. Gezien 
de gevonden relatie tussen plasma MSP en lage dichtheidslipoproteïne (LDL) is 
bediscussieerd via welk mechanisme MSP het LDL cholesterol zou kunnen beïnvloeden. 
Tenslotte is aangegeven hoe in vervolgstudies verder inzicht kan worden verkregen in de 
rol van MSP bij MetS.
Samenvattend kan gesteld worden dat met de in dit proefschrift beschreven studies veel 
nieuwe kennis is verkregen over de rol van MSP onder normale en afwijkende 
(pathofysiologische) omstandigheden, met name ten aanzien van het metabool 
syndroom (MetS). In vervolgonderzoek kan deze nieuwe kennis worden toegepast bij 
het vinden van nieuwe behandelingsopties voor het metabool syndroom.
107
总结
A
pp
en
di
ce
s
总结
巨噬细胞刺激蛋白 (MSP) 是一种主要由肝脏分泌的血浆蛋白。它通过与其受体
(RON) 结合而发挥生物效应。MSP-RON通路已经被研究证实在外源毒性物质引发
的炎症中起到抑制作用。同时，近期的研究也指出其在肝脏糖脂代谢中的潜在效
应。鉴于其在炎症与代谢中的双重作用，MSP展示出了其在代谢综合征中的潜在
研究价值。但目前此项研究仍属空白。在本论文中，我们研究了MSP 在代谢综合
征，尤其是非酒精性脂肪性肝炎 (NASH) 及2型糖尿病 (T2DM) 中的作用。
第二章详细地总结和回顾了关于MSP分别在炎症及代谢中的作用。此外，也更深
入地讨论了本论文的中心假说与思想。
第三章中，我们通过体外模型，研究了MSP在炎症与脂代谢紊乱中的效应。结果
证实，MSP可以有效地抑制脂毒性引起的炎症及脂质蓄积。并且，我们发现此效
应由AMP依赖的蛋白激酶 (AMPK) 介导。此外，在模拟NASH的体外实验模型中，
我们观察到了类似的作用。由此，我们证明了MSP在体外模型中可对炎症与脂质
生成进行负向调节。
为了进一步证实MSP在治疗NASH中更系统性的作用，我们利用基因敲除小鼠建立
了NASH小鼠模型，并给予小鼠重组MSP蛋白作为治疗方案 (第四章)。结果发
现，MSP治疗并未改变小鼠的血脂及肝脂水平。但是，我们发现MSP治疗后的小
鼠的肝脏中出现了上调的炎症基因。与我们的预测相反，MSP并没有在NASH的动
物模型中起到有效治疗作用。在此章节中，我们充分讨论了造成这种体内和体外
模型的矛盾结果的可能原因。
在以往的研究中显示，MSP可以抑制糖的生成。但针对此作用的研究目前只局限
于使用细胞及动物模型，相关的人群数据仍然空白。在第五章中，通过对CODAM
数据库的前瞻性队列研究，我们分析了MSP与人体内各项代谢性指标的关系。数
据显示MSP与空腹血糖水平呈负相关。同时，我们发现了MSP与总胆固醇以及低
密度脂蛋白胆固醇的强正相关关系。这些研究结果更进一步证实了MSP在人体中
糖脂代谢中的重要作用。
最后，在第六章中，我们将以上各个章节的结果汇总分析，并对MSP对于NASH和
T2DM的临床潜在应用进行了详细讨论。此外，我们讨论并总结出了与MSP存在潜
在相关性的几种影响因素：性激素以及低密度脂蛋白胆固醇。最后，针对目前研
究中待解决的问题，我们提出了对未来的研究方向的建议。
总的来说，此论文为MSP在代谢综合征中的病理生理作用提供了新的见解。
